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ABSTRACT 
Nuclear  transformations  induced  in  E.  coli K12S  and  K12S(X26)  by ultraviolet radiations 
and  x-rays  have  been  studied  with  uhrathin  sections  in  the  electron  microscope.  The 
nucleoplasm  keeps  its  normal  aspcct  during  "fragmentation"  and  during  "condensa- 
tion" of the nucleus into the "vesicular"  form.  Serial sections show that  the "fragmented" 
nucleus  consists  in  reality of only one  very tortuous  vacuole.  No  difference  either  in  the 
shape or in the fine structure  of the nucleus could be obscrved between the lysogenic strain 
and  the  non-lysogenic  strain.  A  high  concentration  of NaCl  has  a  "condensation"  effect 
on the fragmented nuclei and decreases the induction rate. 
INTRODUCTION 
L'irradiation  aux  rayons  uhraviolets  provoquc 
chez E.  coli K12  S et K12  S  ((X)  des transforma- 
tions  morphologiques  caract~ristiques  (4,  9):  les 
cellules  s'allongent  et  les  nuclSoi'des  semblent  se 
scinder  en  fragments  toujours  plus  petits,  ce  qui 
leur  a  valu  lcs  noms  dc  noyaux  polychromo- 
somiques  pour  le  premier  stade  et  fragmentSs 
pour  le  stade  plus  avanc&  Ces  transformations 
se produisent  lorsqu'on  incube  les cellules durant 
les  30  minutes  qui  suivent  l'irradiation  et  in- 
t~ressent  aussi  bicn  les  ccllules  survivantes  que 
les  non  survivantes.  La  difffirence entre  bact~ries 
survivantes  et  bactSries  condamn~es  n'apparait 
que  60  fi  90  minutes  (suivant  la  dose)  apr~s 
irradiation:  les  cellules  survivantcs  reprennent 
leur  aspect  normal  tandis  que  les  cellules  con- 
damn~es  prSsentent  un  noyau  de  plus  en  plus 
diffus.  Cette  fivolution  s'observe  pour  des  doses 
tuant  l0  ~  90  pour  cent  des  bact~ries. 
L'irradiation  aux  rayons  x  (10)  produit  des 
transformations  nucl~aires  semblables  ~  celles 
des  rayons  ultraviolets,  pour  des  doses  allant  de 
800  5  3000  r,  doses  correspondant  fi  une  survie 
de  90  &  100  pour  cent.  Des  doses  plus  6lev~es 
(104 5  5.10 ~ r)  font apparaitre,  & cbtfi  des  noyaux 
fragment6s,  des noyaux vfisiculaires; la proportion 
de  ceux-ci  augmente  en  fonction  de  la  dose  et 
avec  10 ~  fi  5.10 ~  r  la  plupart  des  cellules  ne 
s'allongent plus et portent des noyaux v~siculaires. 
Ces  transformations  nucl~aires  provoquSes  par 
les  rayons  x  et  les  rayons  uhraviolets  ont  ~t6 
observ~es  par  Kellenberger  et  Hartmann  el  al. 
sur  des  bact~ries  color~es  h  l'hydrolyse-Giemsa 
ou sur des bact6ries observfies in toto au microscope 
~lectronique  (m6thode  globale).  Ces  m~thodes 
donnent  des  rdsultats  parfaitement  significatifs 
quant  fi  la  forme  g~n~rale  du  noyau  (12)  mais 
n'apportent  aucune  indication  sur  la  structure 
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399 fine  de  son  contenu  (19).  De  plus  l'effect  de 
superposition qui se manifeste lors de l'observation 
de  cellules  entiSres  ne  permet  pas  de  connaltre 
l'arrangement  spatial  du  noyau;  en  particulier, 
dans  le  cas  des  noyaux  polychromosomiques  et 
fi'agment5s,  les  images  peuvent  correspondre  soit 
5 la repr6sentation d'un noyau compos6 r6ellemen t 
de  plusieurs  fragments,  soit  h  celle  d'un  noyau 
unique  mais  de  forme  extr~mement  d6coup~e, 
soit  encore  h  celle  d'un  noyau  volumineux  et 
massif  mais  dont  le  nuclfoplasme  se  serait  tr~s 
grossi~rement coagul6  au  cours des manipulations 
de pr@aration. 
Nous  avons  repris  l'6tude  de  E.  coil  K12  S 
(X,2~)  et  K12  S  irradi6es  aux  rayons  x  et  aux 
rayons  ultraviolets  en  utilisant  la  technique  des 
coupes  ultra-fines  pour  essayer  de  r6pondre  h 
deux questions. 
1  °.  Le  nucl6oplasme  subit-il  des  transformations 
visibles  apr~s  irradiation  aux  rayons  ultraviolets 
et  aux  rayons x?  Cette  question  a  pu  6tre  r6solue 
en  examinant  les  coupes  de  bactdries  irradi6es 
aux  rayons  ultraviolets  et  ~  diff~rentes  doses  de 
rayons x. 
2 °.  Le  chromosome  bactfrien  est-il  r6ellement 
scind6  en  plusieurs  morceaux  par  les  rayons  x  et 
les rayons ultraviolets?  Nous  avons pu  rfpondre 
eette  question  en  reconstituant  dans  l'espaee  le 
noyau  fragment6  ~  partir  de  coupes  en  sfrie. 
Une  question  annexe se posait aussi:  6tant  donn6 
que  les  rayons  x,  les  rayons  ultraviolets  et  la 
"moutarde"  ~t  l'azote  (9)  entrainent  tous  trois 
la  fragmentation  du  noyau  bact6rien  et  sont 
tous  trois  6galement  les  seuls  inducteurs  connus 
capables  d'initier  le  dfveloppement  du  phage 
(X)  dans  les espfices coli lysog~nes pour  ce  phage, 
on  pouvait  penser  que la  fragmentation  nucldaire 
accompagne  obligatoirement  l'induction  du  pro- 
phage. Nous avons essay6 dans ce travail d'flucider 
cette  question  en  pla§ant  les  bactfries  lysog&nes 
irradifes  aux  rayons  ultraviolets  en  pr6sence  de 
2  pour  cent  de  NaCI  dans  le  but  d'emp~cher  la 
fragmentation  du  noyau.  On  salt  en  effet  que 
ce  sel  introduit  5  cette  forte  concentration  dans 
du  bouillon  de  culture  provoque  la  condensation 
de la vacuole  nucl6aire des bact6ries en croissance 
normale  (19  et  24).  On  pouvait  done  espfrer 
que  cette  action  de condensation s'exercait 6gale- 
ment sur des bact6ries  irradi6es et qu'en v6rifiant 
le  taux  &induction  on  pourrait  r6pondre  ~t  la 
question posfe. 
MATk'~'RIEL  ET  MI~TttODES 
Souches  bactdriennes 
E. coli K12 S  (k~.6) lysogene pour le X.,6. E. coli K12  S 
non  lysogSne et sensible au  he6, provenant toutes les 
deux du  laboratoire  de Kellenberger. 
Milieux 
Bouillon  de  culture:  bacto  tryptone  Difco  5  gm. 
nutrient  broth  Difco  3  gin.,  NaCI  5  gin.,  H.20 
redistill6e  sur  pyrex  1000  ml.  Solution  saline: 
Na2HPO4,  12H..,O  7 gin., NaC1 5 gin., KH.,PO4 3 gin., 
MgSO4  0.2  gin,,  H20  distill6e  1000  ml.,  le  pH  de 
cette solution est adjust6  au.  pH  de  7.2. 
Source  de rayons  ultraviolets  et technique 
d' irradiation 
Lampe h vapeurs de mercure h basse pression dont la 
majeure  pattie  de  l'~mission  cst  constitufie  par  la 
radiation  de  2537  A.  Les  doses revues  h  la  surface 
de  la  suspension  sont  d6termin~es  5  l'aide  d'un 
dosim~tre  h  cellule  de  s~l~nium  (16).  Les  bact6rics 
apres  avoir  ~t6  cultiv6es  en  bouillon  a6r~  "h  37 ° 
pendant 2  heures 1~  (2  5  4.108 cellules par ml.)  sont 
centrifugfies, reprises dans lc m~me volume de solution 
saline et irradi~es en bolte de P~tri h  raison de 5  ml. 
la  fois.  Les  doses utilis6es sont  de  500  ergs/mm 2. 
pour les K12  S  et de  340  ergs/mm ~. pour les KI2  S 
(k,.6)  ce  qui  donne  darts  les  deux  cas une  survie  de 
50  pour  cent et correspond  aux  conditions les  meil- 
leures pour l'obtention des noyaux fi'agment~s. Apr~s 
irradiation,  les bact6ries sont ccntrifug~es et reprises 
dans  le  m~me  volume  de  bouillon  pr~alablement 
chauff6  et a6r6.  Elles sont cultiv~es  30  h  40  minutes 
avant d'etre fix6es. 
Source  de rayons  x et technique d'irradiation 
La  source  de  rayons  x  est un  tube  Holweck  ~  anti- 
cathode  de  molybd~ne  qui  fonctionne  sous  une 
tension de 37  kv.  Le rayonnement est filtr~ par 0,05 
ram.  d'aluminium.  La  longueur d'onde moyenne est 
de 0,9 A correspondant par consequent h des photons 
d'environ keV. 
Les  bactfiries, apr~s  avoir  6t~  cultiv6es  pendant  2 
heures  ~/~  en  bouillon  a~r~  ~  37 °  et  contenant  2 
h  4.108  cellules  par  ml.,  sont  centrifug6es  h  4 °  et 
reprises dans le  tiers du  volume  primitif de  bouillon 
refroidi  5  4 °.  Cette  temp6rature  sera  maintenue 
durant  route  l'irradiation  en  pla§ant  la  petite  bolte 
de  P6tri  contenant  la  suspension  dans  de  la  glace 
fondante.  On  irradie  3  ml.  ~  la  fois  afin  de  ne  pas 
d(}passer  2  ram.  d'~paisseur.  Aprt:s  irradiation,  les 
bact~ries  sont  centrifug~es  h  4 °,  puis  reprises  dans 
le m~me volume que le volume primitif, de bouillon 
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incub6es  pendant  30  h  60  minutes  suivant  les  ex- 
p6riences, avant d'etre fix6es. 
Les  contr61es  de  survie  ont  6t6  faits  selon  les 
techniques classiques d'~talement dans l'agar mou et 
les  contr61es  de  centres lytiques,  scion les  proc~d6s 
de Weigle  et  Delbr/ick  (23)  avec  la  souche K12  S 
comme indicateur. 
Prdparation  des bact[ries selon  la m~thode globale 
La technique classique consiste ~ 6taler des bact6ries 
sur de la g61ose collodionn6e et h les fixer en vapeurs 
d'OsO4  lorsque  tout  le  liquide  a  filtr6  ~  travers  le 
film  (9).  Cependant,  le  temps  de  filtration  assez 
variable, rend les r6sultats irr6guliers. Afin de pouvoir 
observer les bact6ries hun  temps donn6, nous avons 
fix6 les cellules directement darts le milieu de culture 
avec  0,1  pour  cent  de  OsO4.  Apr~s  5  minutes  de 
fixation les  bact6ries sont  6tal6es  sur  la  g61ose col- 
lodionn6e.  Lorsque  le  liquide  a  filtr6  ~  travers  le 
collodion, le  film  est  recueilli  ~t  la  surface de  l'eau 
distill6e  et  d~pos6  sur  les  grilles porte-objet scion la 
technique  classique.  Cette  modification  donne  des 
r6sultats  parfaitement  concordants  avec  l'ancienne 
m6thode mais beaucoup plus r6guliers. 
Fixation et inclusion 
Les  d6tails  de  fixation  et  d'inclusion  sont  d6crits 
dans des travaux pr6c6dents  (19  20).  En r6sum6, la 
culture  recoit  au  temps  voulu  apr~s  irradiation 
1/10  de son volume de OsO~  ~  1 pour  cent dissous 
en  tampon  v6ronal  dont  le  pHest  ajust6  ~  6  et 
qui contient 1/100  M de CaCle.  Apr~s centrifugation, 
le culot est repris dans  1 ml.  de m~me fixateur dans 
lequel  on  a  ajout6  au  dernier moment 0, 1 ml.  de 
bouillon. On laisse fixer une nuit. On centrifuge et l'on 
reprend le culot darts une goutte d'agar ~t 2 pour cent 
tamponn6 h pH  6 qui une lois  refroidi est coup6 en 
petits cubes que  l'on  d6shydrate  ~  l'ac~tone et  que 
l'on  inclus  dans  le  vestopal.  Afin  d'augmenter  le 
contraste  qui  est  assez  faible  dans  le  vestopal,  les 
batteries sont en g6n6ral trait6es avant la d6shydrata- 
tion  h  l'ac6tate d'uranyle h  0,5  pour  cent pendant 
2  heures.  Les  bactfiries qui  n'ont pas  6t6  trait6es 
l'ac6tate  d'uranyle  ont  parfois  6t6  impr6gn6es  ~t 
l'ac6tate  de  plomb une  lois les  coupes mont6es sur 
formvar scion  la  technique de  Watson  (22). 
Les coupes ont 6t6 faites sur un microtome Servall 
de  Porter  et  Blum  avec  des  eouteaux  de  verre  et 
observ~es  avec  un  microscope  61ectronique  RCA 
EMU 3B. 
RI:;SULTATS 
1.  Irradiation aux rayons ultraviolets 
Pr6par6es selon la m~thode globale, les K12  Set 
les K  12 S (X~6) offrent, 40  minutes apr~s irradia- 
tion  l'aspect  d~jh  dficrit  par  Kellenberger  sur 
K12  Set  K12  S  (X): les cellules sont tr~s longues 
et  portent  un  noyau  que  semble  composfi  de 
plusieurs  fragments  (Fig.  3)  (fragmentation). 
L'allongement de  la  cellule  d6pend  de  la  "jeu- 
nesse" de la culture: les bactfiries que proviennent 
de cultures qui contenaient l08 h 2.10 s cellules/ml. 
deviennent  4  h  5  lois  plus  longues,  tandis  que 
celles qui appartenaient h  des cultures que comp- 
taient 4  ~  5.108  cellules/ml, ne font que  doubler 
de longueur. 
Sur les coupes minces, les bact5ries prSsentent un 
cytoplasme  granuleux  identique  ~t  celui  des 
bact6ries non irradi6es (Figs.  1 et 2).  On distingue 
tr~s souvent en  abondance, aux  deux  pSles de la 
cellule,  et  parfois  vers  son  milieu,  des  vacuoles 
arrondies  qui  semblent  vides,  et  que  nous 
avions  d~j5  signal~es  chez  les  bact~ries  non 
irradifies  (13,  19).  Ces  "trous"  seraient  scion 
Holme  des  vacuoles  de  glycog~ne  (5)  dont  le 
contenu est peut-etre dissous au cours des manipu- 
lations ou absorbant trSs peu les 61ectrons comme 
tousles  polysaccharides, apparait  plus  clair  que 
le vestopal lui-m~me. 
Les noyaux fragment6s se pr6sentent sur coupes 
.minces,  sous  forme  de  vacuoles  g~n~ralement 
assez  petites et  dont le  nombre et  le  contour est 
extr~mement variable.  Leurs limites sont souvent 
mal d~finies, car,  suivant l'incidence de la  coupe 
par rapport h leur surface et ~tant donn5 l'absence 
de membrane nucl6aire, les grains cytoplasmiques 
se  noient  progressivement dans  le  nucl~oplasme. 
Les  noyaux  polychromosomiques  (culture  fixSe 
entre  20  et  30  minutes)  offrent  une  image  in- 
term6diaire  entre  le  noyau  normal  et  le  noyau 
fragment6.: les vacuoles sont  plus  grandes,  moins 
d~coup~es  et  moins  nombreuses.  On  ne  note 
jamais  aucune  diff6rence  entre  les  bact6ries 
lysog~nes et  non  lysog~nes. 
Toutes  les  vacuoles  nucl6aires,  que  ce  soient 
celles  des  noyaux  polychmmosomiques ou  celles 
des  noyaux  fragment6s,  sont  remplies  d'un 
nucl5oplasme  identique  h  celui  des  bact6ries 
non  irradi5es.  I1  est  form5  de  filaments  tr~s 
fins  (30  ~t  60  A  de  diam&tre)  dispos6s  soit  en 
r6seau  soit  en  faisceaux  plus  ou  moins  marqu6s. 
Comme nous l'avons dfijh dit,  aucune membrane 
nucl5aire  ne  s6pare  le  nuclfioplasme  du  cyto- 
plasme. 
Les  coupes  en  s6ries  des  noyaux  fragment5s 
(Figs. 4 a ~t g, et 5 a  h  g) qui permettent de suivre 
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montrent  que  toutes  les  vacuoles  sont  reli6es 
les  unes  aux  autres.  Les  noyaux  fragment,s  ne 
sont  done  pas  constitu4s  de  plusieurs  tron§ons; 
mais  ne  sont  qu'un  seul  et  m~me  noyau  tr~s 
dficoupfi  (Fig.  5  h).  En  dficalquant  les  coupes 
successives sur du film gris clair et en y  dficoupant 
les  vacuoles  nucl6aires,  nous  avons  obtenu  par 
superposition  de  ces  dficoupages  la  Fig.  6  qui 
sch~matise  les  bact~ries  observ~es  in  toto  par  la 
mfithode  globale.  On  voit  que  cette  image  est 
extrfimement  proche  de  celle  obtenue  par  la 
m~thode  globale  (Fig.  3).  Ceci  prouve  done 
que  l'aspect  de  fragmentation  n'est  pas  dfi 
de  grossiers  artefacts  de  coagulation  mais  rfisulte 
de  la  superposition  des  "circonvolutions"  du 
noyau. 
Influence des fortes concentrations  de NaCl 
Les exp~riences d'induction en  prfisence de  fortes 
concentrations de  NaC1  ont fit~ faites pour  savoir 
si  l'induction  du  prophage  fitait  obligatoirement 
li~e  ~t  la  fragmentation  du  noyau.  Whitfield  et 
Murray  ont  montr~  au  microscope  optique  que 
la  concentration  en  NaC1  du  milieu  de  culture 
influen§ait  la  forme  du  noyau  bactfirien  (24): 
les bact~ries cultiv~es en  absence de  NaCI  offrent 
un noyau assez diffus, tandis que celles cultivfies en 
presence de 2  h  10 pour cent de NaC1  pr~sentent 
un  noyau  tr~s  condense.  Les  coupes  ultrafines 
montrent des images similaires tout en  apportant 
quelques d~tails supplfimentaires (19): les noyaux 
des  cellules  cultiv~es  en  absence  de  NaC1  sont 
t'orm~s  d'une  seule  vacuole  tr~s  d~coup~e  et 
remplie d'un nuclfioplasme normal.  Les  bactfiries 
cultivSes  en  pr~sence  de  2  pour  cent  de  NaC1 
ont un noyau condens4 en une masse  arrondie et 
condens4e  4galement  remplie  d'un  nucl4oplasme 
normal. 
Nous avons pens6 que  l'action de condensation 
des  fortes  concentrations  de  NaC1  s'exercerait 
6galement sur  le  noyau  de  la  bact4rie  irradi4e et 
emp4cherait  ainsi  la  fragmentation  de  celui-ci, 
ce  qui  nous  permettrait,  en  contr61ant  le  taux 
d'induction,  de  savoir  si  l'induction  peut  avoir 
lieu  sans  fragmentation.  Cette  4tude  a  4t4  faite 
en employant la m6thode globale et la  technique 
des  coupes  fines.  Nous  avons  utilis4  les  souches 
lysog~nes et  non  lysoghnes.  Dans  certaines  ex- 
periences,  les  bact4ries  ont  fit6  mises  en  pr6sence 
de  2  pour  cent  de  NaC1  dhs  le  d6but  de  l'ex- 
perience,  c'est-h-dire  pendant  la  p4riode  de 
croissance,  pendant  l'irradiation  et  pendant  les 
40  minutes  d'incubation  faisant  suite  h  l'irradia- 
tion.  Dans  d'autres  cas,  le  sel  n'a  4t6  introduit 
qu'aprhs  irradiation.  Les  contr61es  de  survie  et 
du  nombre  de  centres  lytiques  ont  6t4  fairs  sur 
boltes de  g61ose  contenant 2  vour  cent de  NaC1. 
RESULTATS 
Pr~par4es  par  la  in4thode  globale,  les  bact6ries 
qui  ont ~t4  mises en  pr4sence  de  2  pour  cent  de 
NaCl  seulement  apr~s  irradiation  pr6sentent  des 
noyaux  fragment,s  pareils  h  ceux  des  cellules 
incub4es  en  milieu  normal.  Celles  qui  ont  4t~ 
mises  en  presence  de  2  pour  cent  de  NaC1  d6jh 
avant  irradiation,  portent  des  noyaux  qui  n'at- 
teignent  pas  un  stade  de  fragmentation  tr~s 
pouss4 et  les cellules s'allongent peu.  On  observe 
quelques  rares  noyaux  condenses  (Fig.  8). 
Sur coupes minces, Faction de condensation est 
FIGURES 1 et 
Coupes minces de E. coli  Kl2 S ()~2~) irradiges aux UV et cultivges pendant 40 minutes 
apr&s irradiation. Les cellules sont longues ct leur noyau apparait sous forme dc vacu- 
oles de forme ct de grandeur tr&s variable, remplies d'un nuclgoplasme brillaire iden- 
tique h celui des bactgries non irradiges. Le cytoplasme est homog&ne et granulcux, il 
conticnt, souvent un assez grand nombre de vacuoles de glycog~ne. 
Grossisscment 69.000. 
FIGURE ,~ 
E. coil K12 S irradi6es aux UV,  cultiv~es encore  40 minutes apr~s irradiation et pr6- 
par6es par la m6thode globale. Les nucl6oides qui apparaissent en clair sur le cytoplasme 
fonc6 sont fragment6s et la plupart des cellules sont longues. 
Grossissement 6.000. 
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en prfisence de 2 pour cent de NaC1 soit seulement 
apr~s  irradiation  soit  dfijh  avant  irradiation  se 
prfisentent  sous  forme  de  vacuoles g~nfiralement 
moins nombreuses et  moins  d~coupfies que  dans 
les cas  normaux  (Fig.  7).  On  trouve  parfois des 
noyaux  condensfis en  une  seule  masse  (Fig.  9). 
La  survie  des  bactfiries  au  lieu  d'etre  de  50 
tombe  ?~  25  pour  cent  rant  pour  le  Kl2  S  (X~) 
que  pour le KI2  S.  D'autre  part,  pour la souche 
lysog~ne,  le  hombre  de  centres  lytiques  passe 
~galement de  50  ~  25  pour  cent.  I1  y  a  donc  50 
pour cent des bactfiries qui ne donnent ni colonies 
ni  centres  producteurs  de  phages,  L'fitalement 
sur bo[tes de gfilose ~ concentration saline normale 
ne rfitablit ni  la  survie normale nile  nombre de 
centres lytiques correspondant. 
Bien  que  ces r6sultats  ne  nous  permettent pas 
d'affirmer que la fragmentation soit lifie ~t l'induc- 
tion,  ils  nous  montrent  cependant  qu'~  une 
fragmentation plus faible correspond une produc- 
tion  plus  faible  de  centres lytiques. 
Irradiation aux rayons x 
Les doses de 800 h 3000 r  provoquent des transfor- 
mations  identiques  h  celles  des  uhraviolets, 
c'est-~t-dire  que  les  bact~ries  pr@ar5es  par  la 
m5thode  globale  pr~sentent  pour  la  plupart  40 
minutes apr~s irradiation, des noyaux fragmentfis 
et un allongement tr~s marqufi. Sur coupes minces, 
rien ne les distingue non plus des cellules irradi~es 
aux ultraviolets (Fig.  10) : le hombre des vacuoles 
augmente  au  fur  et  ~  mesure  de  l'accentuation 
de  la  fragmentation;  elles  sont  remplies  d'un 
nucl5oplasme  constitu~  de  filaments  trSs  fins 
dispos5s  soit  en  rfiseaux  soit  en  faisceaux.  Le 
cytoplasme 5galement conserve son aspect normal. 
Les vacuoles de glycogSne sont rares. 
Au  fur  et  ~  mesure  de  l'augmentation  de  la 
dose de rayons x  on voit par  la mSthode  globale 
le  nombre  des  noyaux  fragment~s  diminuer  et 
celui  des  noyaux  vfisiculaires  augmenter.  Les 
noyaux  fragmentSs  semblem  se  ramasser  au 
milieu de  la  cellule,  formant ainsi  tous les stades 
intermSdlaires  entre  les  noyaux  fragment6s  ty- 
piques et les noyaux v~siculaires typiques (Fig.  11). 
A  partir  de  5.10 '~  r,  presque  routes  les  hact~ries 
ont un noyau vSsiculaire et les stades interm5diaires 
sont rares  (Fig.  12).  Les noyaux  passent directe- 
ment  de  l'5tat  normal  5  l'fitat  v5siculaire.  Nos 
observations  sont  done  en  accord  avec  celles 
faites  pr~cfidemment (10). 
Les  coupes donnent des r5suhats  parfaitement 
concordants:  les  bactSrles  irradi5es  avec  des 
doses  allant  de  5.10  a  5  5.104  r  montrent  qu'5 
c6t~ des noyaux fragment,s typiques apparaissent 
des  noyaux  concentr5s  en  une  seule  vacuole 
F1GUUE 4 a ~t g 
Coupes en s~ric de KI2 S ()~2~) irradi~es aux UV pr6sentant un noyau fragment& 
FIGURE 5 a ~t g 
Dessins de 7 coupes en s~rie de E. coli K12 S (~,)~) irradi~es aux UV avec leurs vacuoles 
nucl6aires. Si l'on suit les differentes vacuoles nuclSaires d'une coupe h l'autre, on volt 
qu'elles sont toutes re|i~es les unes aux autres. 
FIGURE 5 h 
Superposition des 6  dessins des coupes s~riSes.  On  volt que  le  noyau  fragment5 ap- 
parait comme une masse volumineuse tr~s ddconpde. 
~IOURE 6 
Superposition des 6 coupes en sSrie dScalqu~es sur film gris clair et dont les vacuoles 
nuclSaires ont 5t5 d~coupSes laissant ainsi un trou correspondant h leur forme. Cette 
superposition de dScoupages reproduit sch~matiquemcnt une bactSrie pr~par6e selon 
la mSthode globale dans laquelle le noyau apparait en clair dans un cytoplasme lone& 
On volt que cette image est tr~s voisine de celle de la Fig.  1 bien que ces 6 coupes ne 
correspondent qu'h la moiti5 de l'Spaisseur de la cellule. 
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mais  semfie  de  nombreux  ilots  cytoplasmiques 
(Fig.  13).  Au  fur  et  h  mesure de  l'augmentation 
de  la  dose  de  rayons  x,  les  ilots  cytoplasmiques 
diminuent (Fig.  14)  et  h  partir  de  5.10 '~ r  toutes 
les  bact~ries  portent  des  noyaux  parfaitement 
v6siculaires  (Fig.  15).  Cette  fivolution  n'altSre 
en  rien  la  structure  fine  du  nuclSoplasme.  Le 
cytoplasme conserve 6galement son aspect normal. 
Bien que les K12  Set  les KI2 S  (X2~) n'offrent 
aucune  diff~rence  morphologique,  la  sensibilit~ 
plus grande aux rayons x de la souche lysog&ne se 
manifeste par l'apparition plus rapide des noyaux 
v~siculaires en fonction de la dose de rayons x que 
pour  la  souche non  lysogSne  (Tableau  I). 
L'action d'un radio-protecteur, tel que la glyce- 
rine  (17)  employSe ~  l0  pour  cent sue  de E.  coli 
K12 S  (X2,) recevant 5.104  r  dose qui fait passer la 
survie  de  10  -4  h  environ  l0  -:  n'apporte  aucun 
changement ni  dans  la  morpholagie  ni  dans  la 
FIGURE 7 
Coupe de E. coli Kl2 S  (~2~) irradi~e aux UV et cultivSe pendant 40 minutes en presence de 2 pour 
cent de NaCl. Les vacuoles nucl~aires sont plus grosses, plus massives, et moins nombreuses que dans 
le noyau fragment5 habituel. Le nucl6oplasme a un aspect normal et l'on distingue partieuli~rement 
bicn les fibrilles en faisceaux. Le cytoplasmc est normal et contient quelques vacuoles de glycog~ne. 
Grossissement  44.000. 
FIG1TRE 
E. coil K|2 S irradiSes aux UV et cultivSes pendant 40 minutes en presence de 2 pour cent de NaCI 
et prSparScs scion la m~thode globa|e. Les cellules sont en g~n~ral assez longues, la plupart des noyaux 
sont fragment6s h part un  petit nombre dont la fragmentation est moins pouss~e et qui sont con- 
centr&s au centre de la bactSrie. Ccttc image n'est done pas trSs diff~rente de eelle qu'offre une culture 
de bact6rics irradi~es et cultiv~es en condition saline normale. Grossissement 4.000. 
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v6siculaires. 
DISCUSSION  ET  CONCLUSIONS 
Cette  6tude  des  noyaux  de  bact6ries  irradi6es 
aux  rayons  ultraviolets  et  aux  rayons  x  en  em- 
ployant  la  technique  des  coupes  uItrafines  nous 
apporte deux r~sultats: 
Tout  d'abord,  nous  constatons  que  le  nucl~o- 
plasme  conserve  son  aspect  normal  au  cours  des 
diverses  transformations  que  le  noyau  subit 
apr~s irradiation. 
Deuxi~mement,  les  coupes  en  s6rie  montrent 
que  les noyaux  d'aspect fi'agment6s rfipondent en 
r~alit~ ?~ des noyaux  uniques mais  tr~s bourgeon- 
nants.  Donc,  ni  les  rayons  uhraviolets,  ni  les 
rayons  x  ne  scindent  le  noyau  bact6rien  en  plu- 
sieurs  tronqons  et  les  d6signations  de  noyaux 
polychromosomiques  et  noyaux  fragment,s  ne 
correspondent  pas  h  la  r~alit& 
On pourrait Ore tentfi de penser que l'fivolution 
du  noyau  normal  en  noyau  "fragment~"  est 
dfie  aux  16sions  nucl6aires  et  qu'elle  refl~te  par 
exemple  l'arr~t  de  la  synth~se  de  I'ADN  (1,  3, 
6,  8,  15).  Le  fait  que  les  bact6ries  trait~es  h  la 
moutarde  h  l'azote  subissent  les  m~mes  trans- 
formations morphologiques et subissent figalement 
FIGURE 9 
Coupe de E. coli KI2 S cultiv~e d~jh avant irradiation en prSsence de 2 pour cent de NaCl. Type de 
noyau condens5 que l'on observe de temps en temps. 
Grossissement 44.600. 
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firmerait  cette  hypoth~se.  I1  semble,  cependant, 
que  le  problSme  ne  soit  pas  si  simple,  car  les 
bact6ries qui  croissent  en  absence  de  NaC1  avec 
un  temps  de  g~n~ration  normal  et  qui  par  con- 
sequent ont une synth&e d'ADN normale, offrent 
une  image  trSs  proche  des  noyaux  fragment&. 
D'autre  part,  les  bact~ries  traltSes  par  des  doses 
subl~thales  de  chloramphSnicol  et  qui  sont  par 
consSquent  routes  survivantes  ont  un  noyau 
v&iculaire  absolument  identique  ~  celui  des 
bactSries  ayant  re§u  des  fortes  doses  de  rayons 
x  et  qui  sont  toutes  condamnfies.  I1  est  done 
probable que  la forme  du  noyau  dfipend plus de 
certaines conditions mStaboliques  que  des  16sions 
nucl~aires  propres.  L'absence  de  membrane 
nucKaire  met  le  noyau  en  contact  intime  avec 
le  cytoplasme  et  lui  donne  une  trSs  grande  sou- 
plesse; elle permet des ~changes tr& rapides entre 
les  deux  constituants  de  la  cellule  et  explique 
peut-~tre les transformations morphologiques  que 
le  noyau  subit  si  facilement.  IIne  semble  pas 
cependant  que  la  permSabilitfi  cellulaire  envers 
le  NaC1  soit  changSe  par  irradiation  comme  le 
pensaient  Whitfield  et  Murray  (24)  puisque  les 
noyaux  irradi&  rSagissent de  la  m~me fa~on  aux 
fortes  concentrations  de  NaC1  que  les  noyaux 
non irradi&, 
Les  fitudes  entreprises  ces  derniSres  anuses 
sur le noyau  bactSrien  (13)  permettent de  penser 
qu'il  n'est  pas  5  proprement  parler  un  noyau 
mais  un  seul  chromosome.  Ce  que  nous  avons 
appeK  nucl~oplasme  fibrillaire  repr&enterait  la 
structure fine d'un chromosome fortement hydrat5 
comparable  au  "chromosome"  de  l'Stat  inter- 
phasique des cellules plus 5voluSes. Cette hypoth~se 
est  bas~e  sur  les  observations  de  structures 
similaires faites sur les chromosomes en interphase 
et  en  prophase  m6iotiques  ainsi  que  sur  des 
chromosomes de protozoaires  (r~f6rence, voir  11), 
En  se  r5ffirant au  module  de  Taylor  (21)  et  aux 
observations  de  Meselson  et  Stahl  (18)  ainsi 
qu'en  se  basant sur  la division,  la  grandeur  et le 
nombre des mol6cules  d'ADN  chez  les  bact~ries, 
Kellenberger a propos~ un module du chromosome 
bactfirien  (11).  L'ADN,  neutralis~ par des polya- 
mines  ou  des  polypeptides  trSs  simples  formerait 
les  fibrilles  chromatiques  qui  ~eraient  likes  les 
unes  aux  autres  par  des  "linkers"  de  nature 
protfiique.  Ces  fibrilles,  group~es  parall~lement, 
formeraient un "cylindre" plus ou moins r~gulier, 
dont  les  deux  extr&mit&  seraient  constitutes 
par  les  linkers.  Ce  cylindre  serait  assez  souple 
pour  former  une  h61ice  grossi~re  de  2  ~  3  tours 
plus  ou  moins  serr&  suivant  l%tat  de  la  cellule. 
Ce  module  a  l'avantage  d'etre  en  accord  ave(; 
les  donn6rs  de  la  gSnStique  bact6rienne  et  en 
particulier  de  l'existence  lzossible  d'une  liaison 
circulaire  (7). 
On peut supposer que les images de fragmenta- 
tion  sont  le  r&ultat  d'une  spiralisation  relative- 
ment forte  mais  tr~s  l~che  tandis  que  les  noyaux 
v&iculaires  correspondent  ~  l'6tat  le  plus  serr6. 
La  pr&ence  de  faiseeaux  de  fibres  disposSes 
parallSlement  au  grand  axe  des  vacuoles  dans 
les  noyaux  fragment&  et  qui  correspondrait 
celui  du  chromosome  (Figs.  1  et  8)  5taye  cette 
hypoth&e.  L'image  de  la  vacuole  nuclSaire  que 
l'on  obtient  en  la  suivant  d'une  coupe  g  l'autre 
dans une s5rie de coupes est 5galement compatible 
avec  cette  supposition,  mais la  trop  grande  com- 
plexit5 de  sa forme ne  permet  pas de le prouver. 
II  est  d'ailleurs  probable  que  les  noyaux  fiag- 
ment& sont constitu& par les deux  chromosomes 
de  la  cellule  puisque  avant  irradiation  routes  les 
bact~ries  avaient  deux  ou  m~me  quatre  chro- 
mosomes  (suivant  leur  6tat  de  division).  Ces 
deux  chromosomes  rant  probablement  intriqubs, 
formant un  ~difice  tr& difficile  h  dSmSler. 
En  r6sum5  nous  voyons  donc  que  les  irradia- 
tions  x  et  UV  entralnent  des  transformations 
dans  la  disposition  du  chromosome  g  l'int~rieur 
de  la  bact~rie  mais  qu'elles  n'  induisent  aucun 
changement  dans  la  structure  fine  du  nucl6o- 
plasme.  Les  l&ions  qu'elles  produisent  ne  sont 
donc pas visibles g  ce  niveau.  On  constate  ~gale- 
Fro(ritE 10 
Coupe de E. coli  KI2 S ayant re~u 800 r  et cultiv&es  encore pendant 40 minutes apr& 
irradiation. La vacuole nucl~aire est assez d~coupSe ct n'offre pas de difference avec 
celle des noyaux fragment,s observ& apr&s irradiation aux UV. Lc nuclSoplasme et le 
cytoplasme sont identiques h ceux des bact~ries non irradi~es. 
Grossissement 75.000. 
4[)8  THE  JOURNA]~ OF BIOPIIYSICAI, AND BIOCtIEMICAL Cv'rOLOOV - VOLITME 8,  1960 RYTER  TransformatS)ns nucleaires de E. coli  409 TABLEAU  I 
E. coli KI2 S  E, coli KI2 S(~,,~:) 
Noyaux  Noyaux  Noyaux  Noyaux 
Dose  Survie  fragmentds  vdsiculaives  Survie  fvagmemds  vdsiculaires 
pour cent  pour cent  pour cent  pour cent  pour eotl  pour cenl 
104 r  30  66  34  20  45  55 
10 '~ r  10  -'~  56  44  10  -4  30  70 
Ce tableau donne les proportions en pour cents de noyaux fragment6s et de noyaux v6siculaires de E.  coli 
KI2 S  et K12 S  (}k~6) en fonction de la dose de rayons x.  Les comptages ont 6t6 6tablis sur des  bact6ries 
pr~par6es par la m6thode globale. Les chiffres indiqu6s par souche et par dose proviennent de l'examen 
de 60 ~  170 cellules. 
Le  nombre  de  noyaux v6siculaires augmente donc  au  fur  et tt  mesure  de  l'augmentation  des  morts. 
Mais si toutes les cellules portant un  noyau  v6siculaire sont vou6es ?i la mort,  une  partie des  cellules 
noyau  fragment6 sont 6galement condamn6es puisque les pourcentages des survies sont bien  inf6rieurs 
eeux des noyaux fragment6s. 
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la bactdrie lysog~ne ne pr6sente aucune diff6rence 
avec celui de la bact6rie non lysog~ne. Done pour 
la souche lysog~ne dont le noyau fragment6 de 40 
minutes  repr~sente  d6j~t  le  pool  v~g~tatif  du 
phage, I'ADN phagique se pr6sente sous la meme 
forme que le nucl6oplasme du noyau normal. Ces 
observations  rejoignent  eelles  faites  dans  le  cas 
d'infection de E.  coil K12  S  par le phage virulent 
Xv  (J.  S6chaud,  communication  personnelle)  et 
dans  celui  &infection de  E.  coli  B  par  le  phage 
virulent T~  (14). 
Nous  tenons  h  remercier  tout  d'abord  le  Docteur 
Francoise Haguenau,  sous-Directeur du  Laboratoire 
de  M~decine  Exp~rimentale du  Coll~ge  de  France 
qui  a  accept6  que  nous  ~tudions  ce  sujet  assez 
6tranger  h  la  ligne  de recherches du  laboratoire  et 
qui  a  tout  fait  pour  nous faciliter cette ~tude. 
Nous remercions Monsieur le Professeur Kellenber- 
ger,  Directeur  du  Laboratoire  de  Biophysique  de 
Gen~ve, pour l'intfiret qu'il n'a tess6 de nous montrer 
au  cours  de  cette  ~tude  et  pour  ses  nombreuses 
nombreuses  critiques  et  suggestions  qui  nous  ont 
~t~  d'une  aide  pr~cieuse  au  cours  de  ce  travail  et 
de sa r~daction. 
Notre reconnaissance va ~galement h Monsieur le 
Professeur Latarjet  qui  a  mis  aimablement ~t  notre 
disposition les  sources  de  rayons  ultraviolets  et  de 
rayons  ainsi  qu'~.  Monsieur  Marcovitch  pour  ses 
conseils arises et  l'amabilit5 avec laquelle il  nous a 
permis  d'ultiliser  tout  le  matSriel  n~cessaire  aux 
contr(51es bact6riologiques. 
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